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Untersuchungen über die Kinetik der Spaltung von Di- und Tripeptiden
Von H . H artmann . J. H eintges * H . J ung, J. H eidberg

Aus dem Institut für physikalische Chemie an der Universität Frankfurt am Main
(Z. Naturforschg. 1 7  b ,  143— 149 [1962] ; eingegangen am 8 . November 1961)

Wir ermittelten die Geschwindigkeitskonstanten sowie die A r r h e n i u s  sehen Aktivierungs
energien und Aktionskonstanten der alkalischen Hydrolyse einer Reihe von Di- und Tripeptiden.
Die zur Gewinnung der kinetischen Daten führende quantitative Analyse der Hydrolysate gelang, 
indem die Peptide vor ihrer Hydrolyse geeignet mit 14C markiert, die Hydrolysate mit Hilfe der 
Papierchromatographie bzw. der Zonenelektrophorese getrennt und die isolierten Hydrolyseprodukte 
auf Grund ihrer Radioaktivität quantitativ bestimmt wurden.

Der zeitliche Verlauf der alkalisdien Hydrolyse von Di- und Tripeptiden wird durch ein Zeit
gesetz 1. Ordnung bezüglich des Peptids und bezüglich der Hydroxylionen dargestellt. Die Ab
stufungen der Aktivierungsenergien, die den einzelnen Peptidbindungen in Di- und Tripeptiden 
zugeordnet sind, lassen sich durch die Annahme deuten, daß die Hydrolyse nach dem BaC 2-Media- 
nismus verläuft. Die Aktionskonstanten wachsen, wrenn auch nicht regelmäßig, mit den Aktivie
rungsenergien.

Bei den bisher ausgeführten U ntersuchungen 
über die Kinetik der Hydrolyse von Peptiden  be
schränkte m an sich meist auf die E rm ittlung  der 
kinetischen Daten von Peptidbindungen in  Dipepti- 
den. W urden die Studien auf Tripeptide ausgedehnt, 
so m ußte m an sich wegen analytischer Schwierigkei
ten m it der Erfassung ih rer summ arischen Zerfalls
Geschwindigkeitskonstanten begnügen; es w ar nicht 
möglich, die Zerfalls-Geschwindigkeitskonstante 
eines T ripeptids in die beiden verschiedenen, den 
zwei Peptidbindungen zugehörigen Reaktions-Ge- 
schwindigkeitskonstanten zu zergliedern. Schließlich 
w urden nur in  wenigen der vorliegenden A rbeiten 
A ktivierungsenergien und A ktionskonstanten erm it
telt 1.

Das Ziel dieser A rbeit w ar daher, die möglichst 
genaue M essung der kinetischen Größen einzelner 
P eptidbindungen in verschiedenen Di- und T ripep ti
den. Die gewonnenen M eßergebnisse sollten im R ah
men der Vorstellungen über den Zusam m enhang 
zwischen Reaktivität und K onstitution einer V erbin
dung ausgewertet und die Elem entarprozesse der 
Peptidhydrolyse soweit wie möglich eru iert werden.

W ie aus den entsprechenden Zeitgesetzen und den 
zugehörigen stöchiometrischen Beziehungen hervor
geht, b ring t diese Zielsetzung insofern gewisse ana
lytische Problem e mit sich, als bei der A ufnahm e 
der K inetik der H ydrolyse eines T ripeptids die K on
zentrationen mindestens dreier, nebeneinander inLö-

* Teil der Dissertation, Frankfurt am Main 1959.
1 K. H e y n s  u. H . F. G r ü t zm a c h e r , Liebigs Ann. Chem. 642, 

174 [1961]. Dort weitere Literaturangaben.
2 H .  H a r t m a n n , J .  H e id b e r g , J .  H e in t g es  u . H .  J u n g , Z. 

analyt. Chem., 181, 533 [1961].

sung vorliegender Peptidbausteine als Funktion der 
Zeit bestim m t w erden müssen. Diese Aufgabe wurde 
gelöst, indem  wir die H ydrolysate chrom atogra
phisch oder zonenelektrophoretisch trennten und zur 
quantita tiven E rfassung der einzelnen H ydrolyse
produkte die R adioaktiv ität der vor ih rer H ydrolyse 
geeignet m it 14C indizierten H ydrolyseprodukte 
heranzogen. Dieses Vorgehen begründeten und be
schrieben w ir bereits ausführlich an anderer Stelle 2.

Unsere A rbeit gliederte sich demnach in drei Ab
schnitte:
1. Die Synthese geeignet 14C-m arkierter Peptide an 

gem essener spezifischer Aktivität.
2. Die H ydrolyse der Peptide unter definierten Be

dingungen sowie die A ufarbeitung und Analyse 
der H ydrolysate.

3. Die E rm ittlung  der kinetischen Daten und ihre 
D iskussion.

S y n t h e s e n  14C - m a r k i e r t e r  P e p t i d e

Bei der Synthese der radioaktiven Peptide gingen 
w ir von den am Carboxylkohlenstoff m arkierten 
A m inosäuren Glycin und A lanin aus. A lanin erhiel
ten w ir aus K 14CN nach einem modifizierten 
S t r e c k e r  sehen V erfa h ren 3, Glycin über das 
N — Cl-M ethylphthalim id ebenfalls aus K 14CN 4, das 
aus dem käuflichen Ba14C 0 3 , Amm onium chlorid 
und K alium  in einer Stickstoffatm osphäre sehr ge
ringen  Drucks hergestellt w u rd e 5. W ie an anderer

3 F. W e y g a n d  u .  H . S im o n , in: H o u b e n - W e y l , Methoden der 
organ. Chemie, Bd. IV, Teil 2, S .  533, Stuttgart 1955.

4 W . S a k a m i, W . E .  E v a n s  u .  S .  G u r in , J .  Amer. chem. Soc., 
69, 1110 [1947],

5 F. L . J .  S ix m a , H .  H e n d r ik s , K. H e l l e , U. H o l l ste in  u .  R. 
v a n  L in g ,  Recueil-Trav. chim. Pays-Bas 73, 161 [1954].
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Stelle schon ausführlich begründet, stellten w ir die 
spezifische A ktivität des gewonnenen K 14CN durch 
V erdünnen m it KCN in w äßriger Lösung auf etwa 
1,5 mC/M ol e in 2.

Die Peptide w urden über die Carbobenzoxy- 
A m inosäuren 6 (Cbo-) und A m inosäurebenzylester 7 
nach dem W i e l a n d  sehen A n h y d rid v erfah ren 8 
synthetisiert. Die Chloracetylalanine stellten w ir 
nach E. F ischer aus A lanin und den Chloracetyl- 
chloriden 9 dar.

Die Indizierung der Peptide mit 14C ergab sich 
aus der chrom atographischen bzw. elek trophoreti
schen T rennbarkeit der H ydrolysate 2.

0,01 Mol Cbo-Aminosäure in 20 ml abs. Tetrahydro
furan wurden mit 0,01 Mol Triäthylamin und nach 
Abkühlung auf —10 "C mit 0,01 Mol Chlorkohlen- 
säureäthylester versetzt. Nach 1-stdg. Stehen des An
satzes in der Kältemischung gossen wir die Lösung von
0,011 Mol Aminosäurebenzylester-p-toluolsulfonat und
0,01 Mol Triäthylamin in etwa 20 ml Methylenchlorid 
in die Lösung des Anhydrids. Wir schüttelten kräftig, 
wobei sich C 02 entwickelte und die Lösung sich lang
sam auf Zimmertemperatur erwärmte. Das Lösungs
mittel wurde unmittelbar nach Aufhören der C 0 2-Ent- 
wicklung im Vak. abgezogen, der Rückstand mit Was
ser und Essigester aufgenommen, die Essigesterlösung 
2-mal mit 1 -n. Salzsäure und 2-mal mit 5-proz. 
NaH C03-Lösung extrahiert sowie über Natriumsulfat 
getrocknet. Nach Abdestillieren des Essigesters im 
Vak. wurde der ölige Rüdestand des Cbo-dipeptid- 
benzylesters aus Chloroform/Petroläther umkristalli- 
siert. Die Ausbeuten betrugen 60 — 70 Prozent.

Schmp.
[°C]

Cbo-glycyl-DL-alanin-benzylester 8 6 10a
Cbo-DL-alanyl-glycin-benzylester 111 10a
Cbo-DL-valyl-glycin-benzylester 135
Cbo-DL-alanyl-DL-alanin-benzylester 112

Bei der Weiterverarbeitung zum Tripeptid spalteten 
wir den Cbo-Rest ab, indem wir 0,02 Mol Cbo-Di- 
peptidester mit 7 ml trockener 36-proz. HBr/Eisessig- 
lösung digerierten. Nachdem sich alles gelöst hatte, 
fällten wir das gebildete Hydrobromid mit 150 ml abs. 
Äther und kristallisierten das Rohprodukt aus abs. 
Äthanol/abs. Äther um. Ausbeute 75 Prozent.

Schmp.
Glycyl-DL-alanin-benzylester-hydrobromid 177 °C 10c

Die Cbo-Tripeptidbenzylester erhielten wir durch 
Verknüpfung einer weiteren Cbo-Aminosäure mit dem 
Dipeptidbenzylester, wie oben beschrieben. Ausbeute 
50 Prozent.

Schmp.
Cbo-DL-alanyl-glycyl-DL-alanin-benzylester 127 °C 10d 
Cbo-DL-valyl-glycyl-DL-alanin-benzylester 112 °C

Die Darstellung der Peptide gelang durch die 
gleichzeitige Abspaltung des Cbo-Restes und der Ben
zylgruppe unter den schonenden Bedingungen der 
Hydrogenolyse. Wir versetzten eine Lösung von
0,005 Mol Cbo-peptid-benzylester in 80 ml Methanol 
p. A. und V2ml Eisessig mit 0,3 g Pd-Katalysator und 
leiteten etwa 5 Stdn. lang einen kräftigen Wasserstoff
strom durch die Lösung in einer Hydrierbirne. Nach 
beendeter C 02-Entwicklung filtrierten wir, dampften 
das F iltrat i. Vak. zur Trockene ein und kristallisierten 
die Peptide aus wenig Wasser/abs. Äthanol um.

S u b sta n z
S c h m p .

[°C]
H [%] C [%] N [%]

ber. g e f. b er . gef. ber. g e f .

G iv e  v l  * - d l - a la n in 10 e 222 6,89 6,85 41,00 40,65 19,15 19,41
D L -A lanvl-D L -a lan in  * 11 265 6,96 7,38 44.25 44.22 19,35 18.80
D L -A la n y l-g ly c in  * 10 f 225 6,89 6,71 41,00 40.99 19.15 18,76
D L -V a ly l-g ly c in  * 12 245 8,11 8,14 48.25 48,14 16,10 15,68
D L -A la n y l* -g ly cy l* -D L -a la n in 10 & 202 6,96 7.38 44,25 44.22 19,35 18,80
D L -A lan v l-g lycy l-D L -a lan in  * 202 6,96 7.07 44,25 44.04 19,35 18,97
D L -V a ly l-g lv cy l* -D L -a la n in  * 210 7,81 7,62 49,05 49.03 17,15 16,76
C h loracety l-D L -a lan in  * 13 125 4,87 4,95 36.25 36,06 8,46 8,26
D ich lo ra c ety l-D L -a la n in  * 14 168 3,53 3,61 30,00 30,09 7,00 7,20

* Die mit einem * versehenen Aminosäuren sind an der Ca rboxylgruppe mit 14C indiziert.
Tab. 1. Schmelzpunkte und C —H —N-Analysen der untersuchten Peptide.

6 M .  B e r g m a n n  u .  L. Z e r v a s ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 
1192 [1932].

7 H. K. M il l e r  u . H. W a e l s c h , J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 
[1952].

8 Th. W i e l a n d  u .  H. B e r n h a r d ,  Liebigs Ann. Chem. 572, 
190 [1951].

9 a) E. F i s c h e r ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 2489 [1904].
b) W. S. F ö n e s ,  J. org. Chemistry 17, 1661 [1952].

10a Schmp. 83 — 84° \ H. Z a h n  u. E. S c h n a b e l ,
10b Schmp. 108 —110° | Liebigs Ann. Chem. 605,
loc Schmp. 170-172° > 212 [1957].

H. Z a h n  u . E. S c h n a b e l , 
Liebigs Ann. Chem. 605, 
212 [1957].

10d Schmp. 149 -150°
100 Schmp. 230 — 232° (Zers.) I 
10f Schmp. 237° (Zers.) j
108 Schmp. 227 —230° (Zers.)
11 Schmp. 270°; E. F is c h e r  u . K .  K a u t z s c h , Ber. dtsch. 

chem. Ges. 38, 2375 [1905].
12 Schmp. 247 — 248°; N. F. A l b e r t s o n  u .  F. C. M cK a y , J. 

Amer. chem. Soc. 75, 5323 [1953].
13 Schmp. 124 — 126°; E. F is c h e r , s . 1. c. 9\
14 Schmp. 169 -1 7 1 ° ;  W. S. F ö n e s , s . 1. c. 9b.



KINETIK DER SPALTUNG VON DI- UND TRIPEPTIDEN 145

D i e  H y d r o l y s e  d e r  P e p t i d e  u n d  d i e  
A n a l y s e  d e r  H y d r o l y s a t e

W ir hydrolysierten 0.01 m olare Lösungen der 
Peptide in 0,100-n. N atronlauge (E. Merck) bei
4  verschiedenen Tem peraturen. Bei der W ahl dieses 
K onzentrationsverhältnisses ließen w ir uns von fo l
genden Ü berlegungen leiten.

1. Das V erhältnis der K onzentration der N atron 
lauge zu der des Peptids sollte so groß wie möglich 
sein, dam it die relative A bnahm e der H ydroxyl- 
ionen-Konzentration im V erlauf der R eaktion m ög
lichst gering blieb. 2. K onzentriertere N atron lauge 
als oben angegeben w ürde die H ydrolysegeschw indig
keit so stark erhöhen, daß die V erfolgung der R eak
tion experimentell nu r schwierig auszuführen wäre. 
Außerdem  wird m it steigender N atronlauge-K onzen
tration  die chrom atographische T rennung des Hy- 
drolysats schlechter. 3. Schwächere N atronlauge 
kann nicht angewendet werden, da in diesem Fall, 
wie unter 1 ausgeführt, die K onzentration des P ep
tids in gleichem M aße herabgesetzt werden m üßte; 
infolge der Substanzverluste durch A dsorption  u. 
dgl. wird jedoch in diesem M engenbereich die quan
titative T rennung relativ  um so ungenauer, je  w eni
ger Substanz chrom atographiert bzw. elektrophore- 
siert wird. Die geringe H ydrolysegeschwindigkeit 
des stabilen Valyl-glycins und die leichte T ren n b ar
keit seiner H ydrolyseprodukte erlauben ausnahm s
weise die Anwendung 0,500-n. N atronlauge.

Im einzelnen verfuhren w ir wie fo lg t: E twa 2,2 ml 
der alkalischen Peptidlösung w urden in einem R ea
genzglas eingeschmolzen und 1 0 —12 solcher P ro 
ben zur E rm ittlung einer G eschw indigkeitskonstan
ten in einen geeignet tem perierten U ltratherm ostaten  
m it einer T em peraturkonstanz von ± 0 ,0 5 °  ge
bracht. In  angemessenen Zeitabständen w urden die 
Proben, möglichst w ährend der 1. H albw ertzeit der 
Spaltung des betreffenden Peptids, entnom m en und 
in zwei Parallelversuchen je 1 ml der Lösung mit 
einem geringen Überschuß 1-n. Salzsäure neu tra li
siert und anschließend einer G efriertrocknung un te r
zogen, indem die Lösungen in flüssiger Luft einge
froren  und die flüchtigen Substanzen im V akuum  
(unter 1 T orr) über Silicagel und Ä tznatron abge
zogen wurden.

Die trockenen Substanzgem ische w urden pap ier
chrom atographisch nach der absteigenden M ethode 
m it einem Gemisch von A m eisensäure, sek. Butanol 
und W asser auf dem ausgewaschenen P ap ie r 2043 b

von Schleicher und Schüll getrennt. Die T rennung 
des H ydrolysats des A lanylalanins führten  w ir auf 
dem P herographen nach W i e l a n d  und P  f 1 e i d e - 
r e r  bei pn 3,2 auf dem ausgewaschenen P apier 
MN 2 214 von Machery und Nagel aus. Die iso lier
ten Substanzen eluierten w ir aus dem P ap ier und 
zählten die eingedam pften und getrockneten Eluate 
m it dem M ethandurchflußzähler FH  51 m it dem
2 Jt-Zählrohr FH  512 der F irm a Friseke und Hoepf- 
ner Erlangen-Bruck aus.

Die gemessenen Aktivitäten w aren den Mengen 
und diese den K onzentrationen der H ydrolysepro
dukte d irekt proportional.

B e r e c h n u n g  d e r  k i n e t i s c h e n  G r ö ß e n

Indem  wir die Logarithm en der K onzentrationen 
C  bzw. der Zählraten (Im pulse pro M in.) der A us
gangspeptide gegen die Zeit t graphisch auftrugen, 
machten w ir die Annahme, daß die Peptidhydrolyse 
analog wie die übrigen V erseifungsreaktionen von 
C arbonsäurederivaten nach einem Zeitgesetz pseudo
1. O rdnung bezüglich des A usgangspeptids ver
läuft.

ln  « - - k l .  (1)
Ct = 0

Die M eßpunkte ordneten sich bei dieser D arstel
lung in befriedigender Weise längs einer Geraden 
an, womit unsere Annahm e gerechtfertigt war. W ir 
legten deshalb auch der Ableitung des Zeitgesetzes 
fü r  die K onsekutivreaktionen bei der P eptidspaltung 
Reaktionsschritte pseudo 1. O rdnung bezüglich des 
reagierenden Peptids zugrunde.

Aus den graphischen D arstellungen ließen sich 
die Halbwertzeiten x der Di- und T ripeptide ablesen 
und die entsprechenden Reaktionsgeschwindigkeits
konstanten k nach

k = ^  (2) 
x

berechnen. W ir benutzten dieses graphische V erfah
ren  zur M ittelwertbildung der A>Werte, da die rech
nerischen M ethoden bei ungleich größerem  A uf
w and in unserem  Fehlerbereich von etwa 4% nur 
unwesentlich genauere W erte geliefert hätten.

Um die auf diese W eise erhaltenen Zerfalls-Ge- 
schwindigkeitskonstanten K  der T ripeptide in die 
zwei, den beiden Peptidbindungen im T ripep tid  zu
gehörigen Geschwindigkeitskonstanten k 1 und k t '
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aufzuspalten, zogen w ir die dem Zerfallsschema 
eines T ripeptids A — B — C

A - B - C  

h  /  \  h '

A - B + C  A +  B - C
ka I I k9'

-  V  V

A + B  B + C

entsprechenden Zeitgesetze heran :

[A B C ]f= [A B C ]£ = o  e~ Kt (3 a)

mit K  =  k l +  k l' ,

[A B ] t =  k l [A,B C]l =-° (e~ Kt — e~ kit) , (3 b)/lg A-

[B C] t =  K  [A^  ° {e~ Kt — e~Jct'i) . (3 c)

Aus der Stöchiom etrie des obigen R eaktions
systems leiten sich die folgenden Beziehungen ab:

[A B C ] t=o =  [A B C ](+ [A B ](  +  [A ]* 
=  [A B C ] ,+  [A B ] t +  [B C] t +  [ B] t (4) 
=  [A B C ](+ [B  C]^+ [C]^,

welche die Berechnung der K onzentrationen der 
nicht direkt gemessenen H ydrolyseprodukte erm ög
lichen. Im Fall des Valyl-glycyl-alanins w urden die 
K onzentrationen des Glycins, Alanins und Glycyl- 
alanins sowie die A usgangskonzentration des T ri
peptids. die p roportional der zeitlich konstanten Ge
sam taktivität des H ydrolysats ist, d irekt gemessen, 
w ährend die K onzentrationen der chrom atogra
phisch nu r schlecht trennbaren  Peptidbausteine V a
lin, Valyl-glycin und Valyl-glycyl-alanin mit Hilfe 
der stöchiometrischen Beziehungen erm ittelt wurden. 
Ähnlich verfuhren w ir beim Alanyl-glycyl-alanin.

Obwohl die vorliegenden Gleichungen die K ine
tik der T ripeptidspaltung gemäß dem obigen Zer
fallsschema vollständig beschreiben, hielten wir es 
fü r sinnvoller, fü r k2 und k2 die beim Zerfall der 
reinen D ipeptide gemessenen Reaktionsgeschwindig
keits-Konstanten in (3 b) und (3 c) einzusetzen und 
auf die doch nu r zu N äherungsw erten fü r k2 und 
k2 führende Ausw ertung der Gin. (3 b) und (3 c) 
zu verzichten, zum al angenom m en werden kann, 
daß sich die W echselwirkungen zwischen Di- und 
T ripeptiden einerseits und zwischen D ipeptiden 
andererseits in dem K onzentrationsbereich, in dem

15 S. G l a s s t o n e , K. J. L a id l e r , H. E y r in g , The Theory of 
Rate Processes, New York and London 1941.

wir arbeiteten, kaum  — auch in quantitativer H in
sicht — unterscheiden.

Die L ogarithm en der bei 4 verschiedenen Tem pe
ra tu ren  erm ittelten Ä-Werte trugen wTir nach A r - 
r h e n i u s  gegen die reziproke absolute Tem pera
tu r auf und bestim m ten aus Steigung und Achsen
abschnitt der erhaltenen G eraden die empirischen 
A ktivierungsenergien E oxp und die A ktionskonstan
ten A . Ü berdies berechneten w ir diese Größen und 
ihre Fehlergrenzen un ter Zugrundelegung der A r 
r h e n i u s  sehen Beziehung durch Ausgleichsrech
nung nach dem üblichen V erfahren.

Im  Hinblick auf die spätere D iskussion brachten 
w ir die experim entellen Resultate m it theoretisch 
hinreichend fundierten  G rößen in Beziehung. In der 
Theorie des U bergangszustandes ohne Berücksichti
gung des Transm issionskoeffizienten ergib t sich die 
Reaktionsgeschw indigkeits-K onstante k  zu lo

Je — “ü 'T  __ k ß ’T c-AG^//?r> (5)

wobei A"ß die Boltzm annkonstante, T  die absolute 
T em peratur, h das P 1 a n c k sehe W irkungsquan
tum, R  die G askonstante und AG* die Ä nderung 
der freien S tandardenthalp ie beim  A ktivierungspro
zeß bedeuten. K * entspricht einer Gleichgewichts
konstanten, die das postulierte Gleichgewicht zwi
schen dem aktiv ierten  Komplex und den Reaktanten 
beschreibt. Durch Vergleich von Gl. (5) m it der 
em pirischen A r r h e n i u s  sehen Relation erhält 
m an unter A ußerachtlassung der T em peraturabhän
gigkeit der Dichte der Lösung folgende Zusam m en
hänge: *

AH*  =£exp — R T , (6 a)

AS* =  /? ln \ A ; (6 b)e k ß T

und für die Reaktion in Lösung

AH* =  A U * . (6 c)

A U * , AH *  und A S *  bezeichnen die Änderungen 
der inneren Energie, der E nthalpie bzw. der E ntro
pie beim A ktivierungsprozeß, bezogen auf den

S tandardzustand  c =  1 .
Liter

Die Geschwindigkeitskonstanten sind bezüglich 
der H ydroxylionenkonzentration  nicht norm iert.

* Nach neueren Rechnungen lautet die Beziehung (6 a)
A H * = E exp- 1/ 2 R T .
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M e ß e r g e b n i s s e

1. Halbwertzeiten r und Geschwindigkeitskonstanten k.

T °  K r(d) fc-lO1^ - 1)

Glycyl-a lanin 315 10,9 0,634
325 5,0 1,38
333 3,0 2,31
340 1,9 3,64

A lan y l -a la n in 325 20,9 0,331
333 11,5 0,602
340 6.4 1,08
348 3,85 1,80

A lanyl-g lyc in 315 11,2 0,617
320 7.3 0.949
325 4,8 1,44
333 3,0 2,31
340 1,6 4,32

Valyl-glycin
(in 0,1 — n NaOH) (340) (120) (0.0576)

353 43 0,161
363 21 0.329
369 13 0,532

(in 0,5 — n NaOH) 340 24,5 0,282
353 8,50 0,815
363 4,10 1,69

Chlorac.-alanin 278 7,58 0,913
286 3,95 1,75
295 2,10 3,29
303 1,25 5,53

Dichloracetyl-alanin 270 0.981 7.07
278 0,516 13,41
285 0,341 20,20

T°  K r {d) K ( d ~  i) Jfci'-102(rf-i) M d -1)

Valyl- 315 4,68 0.148 ----- — —
glycyl- 325 2,81 0.246 0,427 0,242
a lan in 333 1,83 0,378 0,717 0,371

340 1,28 0,539 1,27 0,526
353 0,60 1,15 3,13 1,12
363 0,45 1,54 ------ ------

T° K r {d ) K -  10(d-i) h  • (d~i) h ' ( d - i )

A la n y l - 305 11,00 0,629 0,0476 0,0153
glycyl- 315 5,50 1,38 0,108 0,0299
alan in 325 2,45 2,83 0,222 0,0608

333 1,60 4,32 0,300 0,132

D as V erhältnis der Geschwindigkeitskonstanten 
des Valyl-glycins bei zwei verschiedenen OH-Ionen- 
K onzentrationen beträg t:

O

OH0 +  R" • CO ■ X H 'R '" ^ [ R " - C —
JC%

OH
A

T °  K 0.1 — n • NaOH 0,5 — n • NaOH

340 1 4,90
353 1 . 5,06
363 1 5,12

A u s w e r t u n g  u n d  D i s k u s s i o n  
d e r  M e ß e r g e b n i s s e

Das Zeitgesetz fü r die alkalische H ydrolyse von 
Peptiden ergib t sich zu

v =  d tPeptidQ] =  _ fc|.p tid9 j [Q H 9 ] ; (7) 
d£

denn die R esultate der bei verschiedenen Hydroxyl- 
ionen-K onzentrationen ausgeführten  H ydrolysever
suche am Valyl-glycin zeigten, daß die zum Zeit
gesetz

v =  — k' [Peptid 0 ] (8)

gehörende Geschwindigkeitskonstante k' der Hydro- 
xylionen-Konzentration d irekt proportional ist. Die 
Peptide lagen unter den Bedingungen der Hydrolyse 
praktisch vollständig als A nionen vor. In  den Zeit
gesetzen erscheinen deshalb die mit den analytischen 
K onzentrationen praktisch identischen K onzentra
tionen der Peptidanionen. Ü ber die kinetische O rd
nung bezüglich des W assers läßt sich keine Aussage 
machen, da w ir die Peptide in  w äßriger Lösung hy
drolysierten.

Die aus der Vielfalt des über V erseifungsreak
tionen von C arbonsäurederivaten  gesammelten E r
fahrungsm aterials abgeleitete S truk tur fü r den ak ti
vierten Kom plex 16

o a(~)

- N H - C ( H R )  - C - N H - C ( H R ')  -

a(-)O H

ist mit den von uns erm ittelten Zeitgesetzen konsi
stent und demnach auch fü r Di- und T ripeptide 
wahrscheinlich. Es handelt sich bei diesem K örper 
um den Stoßkom plex des 1. Schrittes der V ersei
fungsreaktion. der B ildung des A nlagerungsproduk
tes A, wobei das Kohlenstoffatom der Carbonyl- 
gruppe aus dem trigonalen  Valenzzustand im un
versehrten Peptid  in den tetragonalen Valenzzustand 
übergeht.

y °
H • R'"]0 — > R" • C f +  HoX • R'"

0 9

16 M. L. B e n d e r , Chem. Reviews 60, 53 [I960].
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Een p 
[Kcal/Mol]

A
[l/Mol • sec]

AH*
[Kcal/Mol] [eal/Mol • grad]

Dichloracetylalanin 10,68 ±  0,18 CO Vi 0 
,

** 10,0* -  39,8 *
Chloracetylalanin 12,05 ±  0,23 3,2 • 104 11,4 -4 0 ,2
Glycyl-alanin 14,77 ±  0,34 1,4 • 105 14.1 -3 7 .3
Alanyl-glvcin 16.13 ±  0,66 1,2 • 106 15,5 -3 3 .0
Alanyl-alanin 16,68 ±  0,40 6,5 • 105 16,0 -3 4 ,2
Valyl-glycin (0,5-w • NaOH) 19,05 ^  0,18 1,2 • 106 18,4 -3 3 ,0
Valyl-glycin (0,1-w, • NaOH) 18,93 ±  0,32 9,9 • 105 18,3 -3 3 ,4
V alyl-glycyl-alanin

—> Valylglycin -f Alanin 12,46 ±  0,17 6,7 • 103 11.8 -4 3 ,3
-> Valin -f- Glycylalanin 16,39 ±  0,54 5,1 • 104 15,7 -3 9 ,2

Alanyl-glycyl-alanin
-> Alanylglycin +  Alanin 13,6 ±  1,2 3.4 • 10 4 13,0 - 4 0 ,0
-> Alanin +  Glycylalanin 15,3 ±  1,2 1,6 • 105 14,6 - 3 7 ,0

Tab. 2. Aktivierungsenergien, Aktionskonstante, Aktivierungsentropien. * Die Werte für AH*  und J S *  beziehen sich auf
eine Temperatur T =  340 °K.

Da die K onzentration des A dditionsproduktes A 
bei der Peptidhydrolyse un terhalb  der Nachweis
grenze der klassischen analytischen M ethoden liegt 
und deshalb äußerst gering sein m uß, folgt, daß 
k1 <̂ ( k 2 +  k3) . Die Versuche von M. L. B e n d e r  

über die relativen Austauschgeschwindigkeiten von 
Sauerstoff in Amiden, deren Carbonylsauerstoff mit 
180  m ark iert war, zeigten, daß 'k3 >  'k2 . D er Uber- 
gangszustand der G esam treaktion ist demnach mit 
dem des 1. Schrittes identisch.

Diese Auffassungen über die E lem entarprozesse 
bei der V erseifung von Di- und T ripeptiden werden 
durch die Analyse der A ktivierungsentropien und 
A ktivierungsenergien gestützt.

H ervorzuheben sind zunächst die außerordentlich 
geringen W erte der A ktivierungsentropien. Diese 
werden als ein Ausdrude fü r die wesentliche Beteili
gung des W assers an der R eaktion angesehen. Da 
es sich bei der alkalischen Peptidhydrolyse um eine 
Reaktion zwischen gleichsinnig geladenen Ionen 
handelt, w ar mit einer negativen A ktivierungsentro
pie zu rechnen. Gleichwohl überrascht der hohe 
negative Betrag. Denn der elektrostatische B eitrag 
A S* zur A ktivierungsentropie, der sich fü r die 
Spaltung derjenigen Peptidb indung beredinen las
sen sollte, welche der freien A m inogruppe im Tri- 
peptid  benachbart ist, ergibt sich unter V ernach
lässigung des Salzeffektes nach der Beziehung 15

komplex 6 Ä, fü r die D ielektrizitätskonstante e den 
m akroskopischen W ert 80 und fü r S l n c / S T ^
— 0,0046  einsetzt; (JVl bezeichnet die L o 
s e  h m i d t sehe Zahl, 2 die Anzahl der E lem entar
ladungen und e0 die E lem entarladung). Es sei in 
diesem Zusam m enhang erwähnt, daß sich die ex
perim entell erm ittelten relativen A bstufungen der 
D issoziationskonstanten von C arbonsäuren infolge 
der unterschiedlichen Entfernung r elektrisch gela
dener Substituenten von der dissoziationsfähigen 
G ruppe in befriedigender Weise quantitativ  durch 
E inführung  der m akroskopischen DK beschreiben 
ließen, wenn nur die Abstände r  groß genug 
w aren 17.

Es ist nicht anzunehm en, daß die stark  negati
ven Beträge der A ktivierungsentropien ausschließ
lich durch den Entropieverlust der gegenüber den 
Ausgangsstoffen zusätzlich an den stark polaren 
aktivierten Komplex gebundenen W asserm oleküle 
verursacht werden. Das im A usgangszustand aus 
den beiden Reaktanten bestehende System büßt 
beim  Ü bergang in den Aktivierungszustand 3 T rans
lations- und 2 Rotationsfreiheitsgrade ein ; die d a
m it verknüpfte Entropieabnahm e dürfte auch bei 
Berücksichtigung der Behinderung der äußeren Be
w egungsform en der gelösten Reaktanten nur zum 
Teil durch den Entropiegew inn ausgeglichen w er
den, der durch den Zuwachs an 4 inneren F reiheits
graden bedingt wird.

zu etwa —3 bis — 4 ca l/(M o l. g ra d ) , wenn m an 17 _ T T -r r  o . • * • a jT i - .  V - .  fv, L. J. Cohn, J. T. Edsall, Proteins, Amino Acids and
iu r  den Abstand r  ̂ der Ladungen im Ü bergangs- Peptides as Ions and Dipolar Ions, New York 1943.
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Die A bstufungen der A ktivierungsentropien zei
gen, wie schon mehrfach beobachtet, einen, wenn 
auch nicht völlig regelm äßig, gleichsinnigen Gang 
wie die A ktivierungsenergien. Aus der Richtung des 
Zusam m enhangs ist zu schließen, daß dieser nicht 
durch eine zunehmende sterische Behinderung der 
W echselwirkung zwischen den R eaktionspartnern  
verursacht w ird, da m it der E rhöhung der Aktivie
rungenergien infolge E indellung abgeschlossener 
Elektronenhüllen eher eine E rn iedrigung  als eine 
Zunahm e der A ktivierungsentropie als Folge der 
herabgesetzten Beweglichkeit des Systems zu erw ar
ten ist. Zum indest mitbestimmend fü r die Ä nderung 
der A ktivierungsentropien beim Ü bergang von 
einem Peptid  zum ändern dürfte die unterschied
liche Solvatation sein. Die aus den schwankenden 
stark negativen A ktivierungsentropien zu folgernde 
Beteiligung des W assers an der R eaktion bring t 
eine gewisse U nbestim m theit in die D iskussion über 
die Größe und A bstufung der A ktivierungsenergien. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen je 
doch, daß die A bstufungen der A ktivierungsener
gien allein durch den Einfluß der Substituenten 
ohne besondere Berücksichtigung der Solvatation 
gedeutet werden können. Da sich außerdem  die 
T em peraturabhängigkeit der Geschwindigkeitskon
stanten durch die A r r h e n i u s  sehe Gleichung m it 
einer in N äherung tem peraturunabhängigen A kti
vierungsenergie darstellen läßt, sollte der Anteil der 
stärker tem peraturabhängigen Solvatationswärm e an 
der A ktivierungsenergie nicht ins Gewicht fallen, 
wenn auch nicht übersehen werden soll, daß der 
Tem peraturbereich, in dem die M essungen vorge
nommen werden konnten, relativ klein war.

Im  E inklang m it der oben form ulierten S truktur 
des Übergangskom plexes sinkt bei V ariation der 
Substituenten die A ktivierungsenergie, wenn die L a
dungsdichte am Carbonylkohlenstoffatom  durch po- 
sitivierende A tom gruppen erniedrig t und dadurch 
die A bstoßung des angreifenden H ydroxylions ver
m indert w ird. O rdnen wir eine G ruppe von P ep ti
den, deren gemeinsames M erkmal z. B. die carb-

oxylendständige A m inosäure A lanin ist, nach stei
genden A ktivierungsenergien der Peptidbindungen, 
an denen das A lanin beteiligt ist, so gruppieren sich 
die Peptide in einer Reihe, wie m an sie auf G rund 
des abnehm end positivierend w irkenden induktiven 
Effekts erw artet, den die einzelnen Gruppen auf den 
C arbonylkohlenstoff ausüben.

A U *  tv  A H * 
[Kcal/Mol]

A S *  
[cal/Mol • grad]

Dichloracety 1 - alanin 10.0 - 3 9 ,8
Chloracetyl-alanin 11,4 -  40,2
V alylglycyl-alanin 11,8 -  43,3
Alany lgly cv 1- alanin 13 ,0(±  1,2) -  40,0
Glycyl-alanin 14,1 -  37,3
Alanyl-alanin 16,0 -  34,2

Die analoge Beobachtung macht man, wenn die 
am inoendständige A m inosäure konstant gehalten 
und der carboxylendständige Peptidrest variiert 
w ird:

A U *  ** A H * A S *
[Kcal/Mol] [cal/Mol-grad]

Alanyl-glycylalanin 14,6 - 3 7 ,0
Alanyl-glycin 15,5 - 3 3 ,0
Alanyl-alanin 16,0 - 3 4 ,2

Diese Beispiele mögen zur D em onstration des 
induktiven Substituenteneffektes auf die Reaktivität 
der Peptide genügen.

In der Reihe

A U  t* A H *  
[Kcal/Mol]

A S *  
[cal/Mol • grad]

Glycyl-alanin 14,1 - 3 7 ,3
Alanyl-glycin 15,5 -  33,0
Alanyl-alanin 16,0 -  34,2
Valyl-glycin 18,3 -  33,4

dürfte an der E rhöhung der A ktivierungsenthalpie 
die sterische A bstoßungsenergie wegen des wach
senden R aum bedarfs der A tom gruppen in der Um 
gebung des Reaktionszentrum s wesentlich beteiligt 
sein.


